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摘要 通过 对 马 檬 椰 甜 味 蛋 白 I 和 工 热 变 性 试验 ,发 现 MaI 在 80C 水 浴 中 很 快 炎 甜 味 ， 
圆 二 色谱 证 明 其 主 链 构 象 中 的 a 螺旋 几乎 全 部 消失 了 。 但 Ma II 却 能 经 受 长 时 间 保 温 而 不 类 
去 甜 味 ， 电 泳 行为 亦 不 发 生 改 变 。 

在 盐酸 县 和 尿素 变性 试验 中 发 现 ， 随 变性 剂 浓度 加 大 ， 蛋 白质 荧光 发 射 光 谱 中 色 氢 酸 峰 
发 生 红 移 ， 直 至 蛋白 质 发 生 完全 变性 为 止 。 以 此 为 指标 发 现在 酸性 条 件 下 ， 蕊 槟 椰 甜 蛋白 更 
Fixes 一般 情 况 下 3 一 5 M 的 盐酸 肽 就 是 以 使 它 变性 ， 但 凤 使 是 8 M 的 尿素 也 不 能 使 它 衬 全 
变性 。 此 和 横向 变性 剂 梯 度 聚 丙烯 酌 胺 凝 胶 电 泳 的 结果 是 一 致 的 。 当 脱 按 8 M 尿 素 或 一 6 MM 


盐酸 服 -Ma I ewer ay HEA, Ma I 的 甜 味 可 恢复 ， 其 二 级 结构 及 电泳 行为 只 发 生 微小 
的 变化 。 


Ma 1 在 SDS 聚 丙烯 酌 胺 电泳 分 析 中 出 现 了 一 条 双 分 子 聚合 体 常 ， 但 将 Ma 工 热 变性 、 还 
原 变性 或 羧 甲 基 化 等 后 ， 随 Ma I 甜 味 的 消失 ， 这 条 聚合 体 带 也 消失 了 。Ma T 在 任何 情况 下 
均 不 出 现 上 述 现象 ， 因 此 认为 这 条 带 的 形成 与 Ma I 本身 和 甜 味 相关 的 一 种 特殊 结构 有 关 。 
KM DRA; 甜 味 蛋白 ， 变 性 


AMAR IL SBE (Capparis masaikai Lévl.) 种 子 的 主要 贮存 蛋白 是 能 引起 甜 
际 的 二 种 碱 性 蛋白 Ma I 和 Ma Tri，23。 作 为 一 种 新 型 甜 味 剂 ， 甜 味 蛋白 质 的 应 用 前 景 
良好 55 31。 与 糖 类 甜 味 剂 相 比 ， 它 既是 非 热源 物质 ， 也 不 易 为 微生物 生长 的 基质 。 但 因 
为 重 白 质 稳 定性 一 般 较 差 ， 因 此 ， 稳 定性 如 何 则 成 为 衡量 某 种 蛋 册 甜 味 剂 实用 价值 的 重 
要 指标 之 一 。 此 外 ， 吞 蛋白 变性 的 各 种 试验 ， 也 为 认识 甜 味 与 蛋白 质 结构 之 间 的 关系 提 
供 了 线索 。 本 文 报告 热 和 变性 剂 尿素 ， 盐 酸 服 及 SD5 的 处 理 对 马 槟 椰 甜 蛋白 的 甜 味 和 结 
构 的 影响 。 | 


材料 与 方法 


1. 马 槟 椰 甜 蛋白 的 分 离 提取 
用 贮存 于 冰箱 〈+ 8°C) 中 的 马 楼 椰 种 子 经 去 皮 、 详 碎 ， 用 石油 酝 脱 脂 二 次 ， 然 后 
用 50% 丙 柄 提取， 离心 去 除 残 深 。 上 清 液 直接 上 头 甲 基 纤维 素 (英国 Whatman 产品 
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柱 (25x 中 2.5 cm) , RAR BRK, 0.2M, 0.45M, 0.6M NaCl 溶 液 分 部 洗 脱 ， 流 
出 液 用 核酸 蛋 帕 检测 仪 在 280 nm 处 检测 。 分 别 收集 0,.45 训 和 0.6 M No Cl 液 处 的 洗 脱 
浇 ， 经 DIAFLO YM 5 超 滤 膜 (美国 Amicon ip) 浓缩 并 脱盐 ， 如 此 重复 三 次 ， 最 后 
将 浓缩 样 置 于 4°C 中 对 重 燕 水 透析 24 小 时 ， 然 后 冰冻 干燥 即 可 。 

2 . 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 及 胶 板 妇 朱 

采用 pH 4.3 一 15% 的 不 连续 凝 胶 缓冲 系统 5c93。 堆 积 胶 浓 度 3 %; 电泳 板 规 格 为 
10x10 cm; 电泳 条 件 是 二 10*C，110V 便 压 ， 电 泳 10 一 12 小 时 。 电泳 完毕 后 ， Alas 
马 斯 党 兰 G-250 的 甲醇 染色 固定 液 固 定 染色 过 夜 ， 然后 用 乙醇 -乙酸 -水 脱色 液 脱色 至 背 
SOW Ak, FER CS—910 00 Be K A A EEE ARE. Ea 
波长 为 595 nm; 参考 波长 为 440 um, 并 经 机 附 数 据 处 理 机 对 吸收 峰 进 行 积分 ， 求 得 每 
个 色 带 所 占 的 相对 比例 。 

5. 热 变性 试验 

调节 水 浴 锡 温度 为 80 土 0.5"(， 将 浓度 为 5 mg/ml 的 蛋白 质 溶液 放 入 保温 。 记录 保 
温 时 间 ， 到 时 取出 冷 至 室温 后 再 进行 分 析 。 

4. 尿 素 和 盐酸 有 目 变性 试验 

分 别 配 制 1 一 6 M 盐 酸 县 -磷酸 缓冲 液 (0.01 M, pH 7,0) 和 1 一 8 M 尿素 -磷酸 
genie (0.01M, pH 7.0) ， 用 磷酸 和 和 氢 氧 化 钠 调节 溶液 的 pH SUE As MR 
接 深 解 变 性 神 到 0.01N 乙 酸 中 。 最 后 加 入 蛋白 质 样 岳 ， 在 室温 下 放置 4 小 时 左右 即 用 来 


分 证 。 
5. 荧 光 光 谱 的 记录 
用 日 立 850 型 荤 光 分 光 光 度 计 记录 萤 光 发 射 光 详 。 调节 连接 恒温 水 滩 的 恒温 池 架 温度 


到 20 土 0.2°C， 记 录 校 正光 谱 。 激发 光波 长 为 260 nm; 激发 兴 和 发 射 光 狭 缝 均 为 5 nm 
扫描 速度 为 60 一 100 m/min, 

6. 横 向 变性 剂 梯度 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 沪 

录用 pH 4.3 缓 冲 系 统 5c9)， 用 做 梯度 胶 的 方法 做 成 0 — 8M (15% 一 11%) 的 横 问 
尿素 梯度 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 板 。 从 与 变性 剂 梯度 相 垂直 的 方向 ， 在 LKB 多 用 水 平板 电泳 
仪 上 进行 电泳 C63。 电 泳 条 件 为 室温 下 ， 恒 流 20 mA, 电泳 5 小 时 。 电 泳 板 规格 10 x 
10 cm, 

7. 圆 二 色谱 的 记录 

在 法 国 J. Y. Dichrographe 下 上 记录 圆 二 色谱 。 样品 溶解 于 重 燕 水 中， 浓度 为 
i mg/ml; 光 程 为 0.001 cm; 扫描 速度 为 60 nm/min ; 灵敏 度 为 5 x107; 所 ARR 
均 经 计算 机 累加 4 次 并 平 请 。 

8 .用 北 胶 过 滤 法 测定 Ma I 的 分 子 量 

采用 Sephacryl 5-200 (Pharmacia 产品 ) 为 柱 基 质 ， 柱 规格 为 63 x 中 1 cm, JE RE 
后 ， 用 0.2N 瑞 酸 氢 乌 溶液 充分 平衡 北 胶 柱 24 小 时 ， 即 可 上 样 层 析 ， 并 用 同 液 洗 脱 。 流 
于 为 15 ml/ 小时, 通过 核酸 蛋白 检测 仪 在 280 nm 处 进行 检测 。 用 蓝 色 葡 聚 糖 (Pharmacia 
产品 ) 作为 前 沿 指 示 剂 ， 并 用 牛 血 清和 月 蛋 日 (Sisma 产 品 , MW66200), ATE A Ae 
制剂 〈Sigma 产 品 ，MW21500) ， 核 糖 核酸 酶 A (LBA BT m, MW 13700) 作为 
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分 子 量 测定 的 标准 蛋白 。 层 析 时 间 约 为 6 小 时 。 

9., 垂 直板 型 yDy 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 

采用 15%-pH 8.8 的 不 连续 缓冲 凝 胶 系 统 5[8]。 堆 积 胶 浓 度 3 %。 胶 板 规格 为 10 x 
10 cm。 电 源 条 件 为 110V EE; 全 部 电泳 过 程 均 在 室温 下 进行 。 

样品 液 采 用 0.05M Tris-HCl, pH 6.8 缓 冲 液 ， 其 中 含 1% SDS, 2% B-H#IEZ, 
Bi, 10% 甘油 。 电 泳 前 用 此 样品 液 将 2 mg/ml 的 样品 稀释 一 倍 ， 然 后 在 沸水 中 加 热 1 
分 钟 ， 放 置 至 冷 即 可 使 用 。 

用 于 SDS 电 泳 分 析 的 样品 有 下 列 几 种 : 

C1) 正常 Ma I 和 MaI 样 品 。 (2) 热 变 性 Mal 样 品 。 (3) 还 原 变 性 后 的 
Ma 工 样品 。 即 用 8 M 的 尿素 或 6 MARMARA RED TREC RR 
BAT (PH 7.0, 0.01M) 对 蛋白 质 进 行 还 原 变性 。 经 充 氮气 封口 后 ， 在 室温 下 放 
置 24 小 时 ， 然 后 在 低温 下 (4 °C) 透析 24 小 时 以 上 ， 经 Sephadex G-75 柱 层 析 后 即 用 于 
分 析 。 (4) 羧 甲 基 化 Ma T mh. 即 经 上 述 还 原 变性 后 的 蛋白 样品 ， 未 透析 前 再 加 入 
所 使 用 的 还 原 剂 琉 基 克 分 子 数 50 倍 的 碘 乙 酸 ， 在 室温 下 pH 8.4 的 磷酸 缓冲 液 中 捞 拌 2 
小 时 ， 然 后 在 冰 浴 中 冷却 ， 以 终止 反应 。 最 后 放 入 透析 袋 中 ， 在 4 "C 下 充分 透析 24 小 时 
以 上 ， 再 经 >2ephadex G-75 柱 层 析 分 离 。( 5 ) 梯度 含 盐 量 样品 。 制 备 含 氧化 钠 0.025， 
0.05, 0.1, 9.15, 0.20, 0.30, 0.40MAYMa 工 样品 ， 用 于 SDS 电 泳 分 析 。 

10. 脱 变性 剂 

采用 >ephadex G-25 柱 层 析 或 在 低温 (4°C) 下 透析 的 方法 ， 脱 去 含 6 MEM A 
8 Mika Ma 工 样品 中 的 变性 剂 ， 然 后 冰冻 干燥 制 成 干粉 。 用 此 来 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 ，>Ds5- 萌 丙烯 酰胺 凝 胺 电泳 和 CD 谱 的 分 析 ， 并 尝试 其 甜 味 是 否 存在 。 
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1. 热 变性 

根据 胡 串 等 人 以 前 的 报道 ， 分 别 将 0.6M 氢化 钠 液 洗 脱 峰 和 0.45M_NaCl 洗 脱 峰 
称 为 Ma I 和 MaT。 从 电泳 和 扫描 的 结果 来 看 ， 仅 含有 少量 杂质 ， 基本 上 达到 了 电泳 纯 
(图 1) 。 

热 变性 试验 表明 Ma I 的 水 溶液 在 80*C 中 30 分 钟 以 内 即 发 生变 性 。 将 处 理 后 的 Ma I 
波 上 CM- 纤 维 素 柱 分 析 ， 用 0.1N 一 1 N NH,OAc 溶液 线性 梯度 洗 脱 ， 结 果 如 图 2 。 
此 中 得 到 的 主要 成 份 DM- 1 RT AOR, MaI 相 比 ， 从 离子 交换 柱 上 洗 脱 所 需 的 
盐 浓 度 降 低 ， 电 泳 行 为 发 生 了 显著 的 变化 〈 图 1 ) ， 相 对 迁移 率 变 小 。 另 外 从 热 变 性 产 
物 中 还 分 离 得 到 了 少量 的 DM- 2 和 DM- 3 。 

从 DM- 1 远 紫外 区 域 圆 二 色谱 来 看 ， 与 用 Yang 和 Chenu 的 方法 cs 计算 得 到 的 结果 
一 样 ， 均 表明 原来 蛋白 质 分 子 所 具有 的 0 -螺旋 结构 基本 上 全 部 消失 了 (图 3 ) 。 

与 Ma IT 不 同 ，MaIT 水 溶液 在 80"C 下 经 过 12、24、 48 小 时 保温 以 后 ， 耐 味 仍 不 消 
Sey 而 且 电泳 行为 也 基本 没有 发 生 改 变 (图 1) 。 
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die Mal, Mal @ DM-1RARRRRR MARR WHR pH 4.3 一 15% WAR eE 
缓冲 系统 。 扫 描 波 长 为 595 nm; 参考 波长 为 440 nm, DM- 1 MDM- 2 是 热 变 性 后 的 Ma 工 经 CM-C 柱 层 折 
分 离 后 得 到 的 不 同 组 份 。 四 

Fig. 1. PAGE pattern and scanning diagram of Ma [, Ma Į, and DM-1. Electrophoresis was 
carried out in pH 4.3 discontinue buffer system and 15% gel. Scanning wavelength 595 nm; refe- 
rence wavelength 440 nm. DM-1 and DM-2 are different fractions from thermodenatured Mal] 


after CM-C chromatography. 
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图 2。 热 变性 后 的 Ma TI CM- 纤 维 束 柱 层 析 分 离 的 洗 脱 曲线 
Fig. 2. Chromatography of thermodenatured Ma 工 on CM-Cellulose column. 
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Fige 3. CD spectra of native Ma J and thermodenatured Ma I in the far ultraviolet. 
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图 4。 热处理 后 的 Ma 下 和 用 变性 剂 处 理 并 脱 掉 变 性 剂 后 的 Ma T 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 电泳 (PAGE) 和 SDS-38 
Py Fai POE WE isl IBS HA EK Rio 

Ma IG A ASE RO A PERM WMa 工 样品 。 

Ma IU 卖 示 用 尿素 处 理 后 脱 掉 屎 素 的 Ma [ 样品。 

M-12，M-24 和 M-48 分 别 表示 经 过 12，24 和 48 小 时 热处理 (800) 后 的 Ma 下 样品 。 

Fig. 4. PAGE and SDS-PAGE pattern of heat-treated (807)Ma E and denaturants-treated Ma | 
after removing denaturants. 

Ma IG means Gdn-HCl-treated Ma Į after removing Gdn-HCl. 

Ma IU means urea-treated Ma J after removing urea. 

M-12, M-24 and M-48 mean Ma [ss after 12, 24 and 48 hours incubation at 80 respectively. 
The conditions for PAGE are same as showm in -Fige 13 the conditions for SDS-PAGE are 


described in the paper. 
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在 盐酸 肽 变性 试验 中 我 们 发 现 ， 在 一 定 浓度 的 变性 剂 中 ，Ma 1 和 Ma 1 的 色 氨 酸 莹 
光 发 射 峰 的 位 置 均 发 生 显著 的 红 移 (图 5， 图 6 ) 。 进 而 又 发 现 ， 红 移 的 程度 ， 与 变性 
时 间 的 长 短 无 关 ， 而 与 盐酸 肽 浓度 呈 显 著 的 正 相 关 。 当 盐酸 肽 浓度 达到 一 定 值 时 ， 红 移 
即 停止 ， 即 使 盐酸 肽 浓度 再 增 大 ， 红 移 也 不 再 增加 ( 表 1 ) ， 这 表明 色 氨 酸 草 光 发 射 峰 
的 红 移 可 能 是 蛋白 质变 性 的 指标 542。 
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图 5。 TRAD 工效 光 发 射 光谱 | 图 6。 ARAL a S236 RAT HE 

全 蛋白 质 溶液 一 一 ; 在 8 MRAM RK 纯 蛋 白质 溶液 一 一 ; 在 8 用 尿素 溶液 

一 。 一 。 一 ; 在 6 MERMR HE o 一 。 一 。 一 ; 在 6 MERINE P o 
Fige 5. Fluorescence emission spectra of Fige 6. Fluorescence emission spectra of 
Mal Ma 下 

native 一 一 ! in 8M Urea 一 ， 一 ， 一 ! in nalive ——; in 8M Urea—+— +—-; in 
6 M Gdn-HCl---+ 6 M Gdn-HCl---- 


表 1 结果 还 表明 ， 溶 液 的 pH 值 明显 影响 变性 程度 ， 在 酸性 条 件 下 ， 二 种 甜 蛋白 都 
比 碱 性 条 件 下 稳定 。 

以 红 移 为 指标 可 看 出 ， 尿 素 对 甜 蛋 白 的 变性 作用 远 较 盐酸 县 为 弱 ， 8 MI 尿素 在 上 述 
应 试 pH 范围 均 不 能 使 甜 蛋 白 变性 〈 表 1) 。 
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表 1。 在 不 同 浓度 的 变性 剂 中 马 槟 释 瑚 蛋白 荧光 发 射 峰 的 波长 











a “Table 1. Fluorescence emision peak wavelength of mabinlin in different concentrations of denaturanis 
y RME à 尿素 浓度 A ; 
E Solution Concentration of ma LA Concentration a ey 
= Gdn-HCI (M) Ma I Ma ¥ of urea(M) Ma I Ma J 
F pH 7.0, 1 362 362 2 357 357 
4 0.01M 2 370 364 3 359 357 
磷酸 缓冲 液 3 372 365 4 358 356 
k Phosphate 4 372 $68 5 358 357 
buffer 5, 6 372 370 6, 7 360 358 
8 360 35 
r pH 8.0, 0.01M 1 362 266 or 8 358 356 
a 磷酸 缓冲 液 2 366 364 4 358 357 
3 Phosphate 3 72 266 5 35 356 
a buffer Big: Beye T 72 370 6，7，8 £60 C08 
0.1N 1 360 359 2 256 255 
3 酷 琶 2 362 365 3 B57 355 
4 Acetic acid 3 365 368 4, 5 357 356 
4 367 366 6 356 $56 
5 368 368 7 558 358 
6 371 369 8 357 257 


横 加 变性 剂 梯度 电泳 表明 ， 在 整个 尿素 梯度 范围 之 内 ， 均 未 见 蛋白 质 电泳 带 的 蚜 
RCI WRR HE 8 M 的 尿素 不 能 将 Ma I 和 MaE 变 性 〈 图 7 和 图 8) 。 


Tie, 


EEIT Se a ED eS 








CIPS) 
图 7。 BERRA AE D Be IRAS BS BER T a BE 图 8。 Be MASA TB RR H ERTI TA 
胺 凝 胶 电 注 ”线性 尿素 宰 度 范围 为 0 一 8 M; 胺 凝 胶 电 泳 ” 电 瀛 条 件 同 图 ?7。 
并 采用 15 一 11% 的 反问 凝 胶 线 性 梯度 来 抵消 尿 Fig。8。Transverse urea-gradient electropho- 
素 对 电泳 的 影响 。 resis of Mabinlin [ All conditions are same 
Fige 7. Transverse urea-gradient electropho- as shown in Fig. 7. 


resis of Mabinlin [ in a gel containing a linear 
0—8 M urea gradient, as indicated, superi- 
mposed ona slight inverse linear 15—11% 
acrylamide to compensate the effects of urea on 
the electrophoretic properties. Other conditions 
are simslar as shown in Fig. 1. 
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起 酸 股 对 甜 蛋白 的 变性 作用 是 可 道 的 。 用 低温 透析 或 凝 胶 过 涉 去 掉 变 性 剂 后 ， 甜 蛋 
日 样 喇 仍然 有 甜 味 ， 电 泳 行为 变化 不 大 (图 4) ; 二 级 结构 基本 未 变 (图 9 ) 。 若 用 尿 
素 处 理 样 品 ， 则 上 述 变 化 程度 更 小 (图 4， 图 10) 。 
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图 9。 除去 盐酸 服 处 理 样 中 的 变性 剂 后 Ma T R 图 10。 除去 尿 崇 处 理 样 中 变性 剂 后 Ma 下 的 远 紫 外 区 


紫外 区 域 圆 二 色谱 域 圆 二 色谱 
Fig。9。 CD spectrum in the far ultraviolet of Fig。10。 CD spectrum in the far ultraviolet of 
Gdn-HCl-treated Ma I after removing the urea-treated Ma I after removing the denaturant. 
denaturant. 

3. SDS 的 作用 


NASER IEA NA RRA, Mal 的 Ve 为 61 ml， 而 其 它 标 准 蛋 白质 的 Ve 均 较 
些小 〈 表 2) ， 表 明 Ma I 分子 量 确 实 为 11,.6KD; 但 从 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 来 看 ， 
除了 出 现 与 凝 胶 过 滤 结 果 相 对 应 的 11.6 KD 带 以 外 ， 还 明显 地 出 现 了 一 条 分 子 量 发 生 加 
们 的 22KD 带 ， 即 出 现 二 聚 体 〈 图 11) 。 


表 2。 不 同 的 蛋白 质 在 Sephacryl S-200 凝 胶 过 滤 中 的 洗 脱 体积 
Table 2。 Elution volume of different proteins in sephacryl S-200 gel filtration. 





蛋白 质 We Wi Pk ER Sy TK 
protein Ve(ml) MW (dalton) 
牛 血清 白 蛋 白 
Serumalbumin 34 66, 200 
大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 
Trypsin inhibitor 42 21, 500 
核糖 核酸 酶 人 
Ribonuclease A 57 13, 700 
SEMBRBA I 小 于 上 述 
Mabinlin 了 61 less than above 


ng 
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图 11。 Mal, Mal ñMa 工 热 变 性 主 产 物 DM- 1 SDS- 

浪 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 及 扫描 曲线 。 照 片 中 最 右 为 DM- 1 。 
电泳 条 件 均 如 文中 所 述 。 打 描 波 长 595 nm; 参考 波长 440 
nm, | 

Vig. 11. SDS-PAGE pattern and electrophoretic diagram 
of Ma I, Ma Į and DM-1. All conditions electro- 
phoresis are described in the papeere Scanning wave- 
length 595 nm; reference wavelength 440 nm. 

The right line of photo. is DM-1. 





图 12 的 结果 表明 ， 样 品 中 的 离子 强度 不 影响 22KD 带 的 形成 。 | 

用 前 述 脱 掉 变 性 剂 的 Ma I 样品 进行 分 析 ， 发 现 22 民 D 带 仍然 存在 ， 但 经 盐酸 县 处 理 
后 的 样品 与 用 尿素 处 理 后 的 样品 相 比 ，22KD 带 很 不 明显 (图 14) 。 

车 将 Ma 了 工 热 变性 ， 则 主要 产物 绝 无 22KD 带 出 现 (图 11) 。 

若 将 Ma | 还 原 变性 ， 再 经 Sephadex G-75 分 离 的 样品 进行 SDS 电泳 分 析 ， 亦 无 
22K Dif 〈 图 13) ， 若 再 羚 甲 基 化 后 经 凝 胶 过 滤 分 离 ， 得 到 的 样品 也 没有 22 KD 带 出 现 
(图 13) 。 

如 果 用 SDS 电 泳 样品 液 处 理 样 品 的 时 间 增 加 到 5 分 钟 ， 则 22 KD 带 全 部 消失 (图 
14) 。 
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Ma L 无 论 在 任何 条 件 下 进行 SDS 电 泳 分 析 ， 均 不 出 现 与 22KD 带 相 类 似 的 情况 。 











Mabinlin¥ 


图 12。 ERAR FREI, TRA KT 
ySDS ~ Fe PS 4 BE AR Be WBE Ha Ok EE 

从 右 到 左 ， 样 品 中 的 氯 化 钠 浓度 范围 为 0,25 一 0.441 。 
Cyt CERS FE A b mE EC 

Fige 12. SDS-PAGE pattern of Ma I in differnt 
ion strength solutions. 

NaCl concentrations of samples in differnt sample 
channels were from 0.025M to 0.4M from right to 
left. Cyi C means reference protein cytochrome C 


from horse hearte 


cet aan i ail ame 


Mabinlin I 





Pes 
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图 13。 还 原 变 性 后 的 Ma 荆 和 法 甲 基 化 后 的 Mal 
SDS- 来 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 

RDM-1 和 RDM-2 才 示 还 原 变 性 后 的 Ma 工 经 凝 胶 过 
滤 分 离 后 得 到 不 同 的 组 份 ; CDM-1 和 CDM-2 表 示 
羧 甲 臣 化 后 的 Ma 工 经 凝 胶 过 滤 分 离 后 得 到 的 不 同 组 
份 。 

Fig. 13. SDS-PAGE pattern of reduced aud 
denatured Ma I and carboxymethylated Ma]. 
RDM-1 and RDM- 2 mean different fractions 
of gel filtration of reduced and denatured Ma] 5 
CDM-1 and CDM-2 mean different fractions 
of gel filtration of carboxymethylated Ma. Į. 


图 14。 经 过 长 时 间 SDS-PAGE 样 品 液 处 理 后 的 Ma 
SDS- 3% Pi Ais BE RE BE IBC E TK EI 

Cyt C 表 示 参 考 蛋 白马 心细 胞 色素 (人 L。 
Fige 14. SDS-PACE pattern of Ma [ after a 
onger time treatment with SDS-PAGE sample 
solution. Cyt C means reference protein cytochrome 
C from horse heart. 
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讨 论 
从 前 述 热 变性 试验 中 可 看 出 ，Ma 工 较 Ma I 的 热 稳定 性 要 大 得 多 。 或 者 说 ，Ma 了 


在 经 受 长 时 间 的 高 温 处 理 后 ， 一 旦 冷 即 ， 又 能 恢复 其 原 有 的 构象 。 由 此 而 使 我 们 得 到 启 
发 ， 如 有 果 能 将 MaI 应 用 到 食品 生产 中 去 ， 则 它 基 本 能 够 承受 象 巴 斯 德 消毒 等 一 类 的 加 
工 过 程 。 冰 然 ， 它 是 否 和 其 它 物 质 在 一 起 时 也 不 改变 这 种 热 稳定 的 特性 ， 还 需 进 一 步 验 
证 。 

在 Ma 的 热 变性 产物 中 除了 主要 的 变性 产物 DM- 1 以 外 ， 还 分 离 得 到 了 DM- 2 和 
DM-3; 经 进一步 实验 发 现 其 中 含有 一 种 苦味 蛋白 质 ， 关于 它 的 来 源 及 性 质 拟 另 文 讨 
论 。 

在 变性 剂 变性 的 试验 中 ， 通 过 荧光 发 射 谱 的 观察 <42]， 我 们 认为 Ma | 发 生变 性 时 ， 
蛋白 质 的 色 氨 酸 发 射 峰 移 至 372 nm。 这 种 红 移 的 发 生 ， 可 能 是 变性 剂 导 致 了 蛋白 质 E 
链 构象 的 改变 ， 从 而 使 Try 所 处 的 环境 发 生 改 变 的 缘故 573。 以 此 为 指标 ， 发 现 Ma I 
在 中 性 条 件 下 3 M 的 盐酸 县 就 足以 使 它 发 生变 性 ， 但 在 酸性 条 件 下 ， 6 M 的 盐酸 肽 才能 
使 它 变性 ， 说 明 在 酸性 条 件 下 比较 稳定 ， 这 和 Monellin 的 情况 比较 相似 。 而 即使 是 8 M 
的 尿素 ， 也 不 能 使 它 完 全 变性 ， 只 能 使 Try 发 射 峰 发 生 轻 微 的 红 移 ， 但 在 酸性 条 件 下 ， 
8 MRK ae UA He EET BE. 

从 Ma 工 的 情况 来 看 ， 在 一 般 的 中 性 条 件 下 ， 6 M 的 盐酸 肽 使 其 Try 发 射 峰 移 至 
370 nm。 以 此 为 指标 则 可 见 ，5 M 的 盐酸 县 就 能 使 变性 发 生 ， 而 在 pH 8 时 ，4 1M 则 
可 。 但 在 酸性 条 件 下 ， 即 使 是 6 M 的 盐酸 县 也 不 能 达到 此 。 由 此 看 来 ， 碱 性 条 件 利于 变 
性 ， 同 时 MaI 比 Ma I 对 变性 剂 的 稳定 性 要 强 得 多 。 这 和 热 变性 的 结果 是 相符 的 。 

当 将 用 一 酸 服 和 尿素 处 理 的 Ma I 脱 掉 变性 剂 后 ， 甜 味 就 可 以 恢复 ， 而 且 圆 二 色谱 
及 按 Yang 和 Chen 的 方法 计算 的 结果 533 (REK) 均 表明 a 螺旋 仍 占据 构象 组 成 的 相当 
部 分 :但 与 未 用 变性 剂 处 理 样 相 比 有 一 些 变化 。 这 种 变化 盐酸 县 处 理 样 较 明 显 。 说 明 变 
性 剂 处 理 Ma I 后 ， 严 格 地 说 不 能 完全 复 性 。 

实验 中 还 观察 到 ，Ma I 样品 在 还 原 变性 处 理 不 充分 的 条 件 下 ， 在 SDS 聚 丙烯 酰胺 
洗 胶 电泳 中 出 现 22 下 也 的 二 聚 体 带 。 在 热 变性 、 充 分 还 原 变性 、SH 基 羧 甲 基 化 等 情况 
F, 22KD 带 均 消 失 ， 与 此 同时 ， 用 于 分 析 的 样品 甜 味 也 消失 了 ， 当 样品 的 甜 味 仍 存 在 
时 ， 无 论 是 样品 中 离子 强度 增 大 ， 还 是 经 过 了 尿素 或 盐酸 县 的 处 理 , 22KD 带 仍然 存在 。 
因此 ， 很 可 能 3DS 对 Ma I 变性 时 ， 未 使 Ma I 的 高 级 结构 完全 破坏 掉 ， 还 保留 了 一 部 分 
有 利于 Ma 工分 子 形成 一 种 亚 稳定 二 聚 体 的 特殊 结构 ， 而 且 这 种 结构 与 甜 味 有 关 。 当 Ma 
[ 分 于 被 彻底 变性 后 ， 这 种 结构 也 随 之 遭 到 破坏 ， 因 此 二 聚 体 就 不 能 形成 或 被 解 离 。 这 
提示 我 们 ， 在 进行 类 侯 蛋 白质 的 ?Do 电泳 分 析 时 ， 需 要 进行 彻底 的 变性 才能 测 得 较 准 确 
的 分 子 量 。 

Ma 在 上 述 任何 情况 下 均 无 类 似 于 22KD 带 的 电泳 条 带 出 现 ， 说 明 Mall 可 能 无 相 
应 的 特殊 结 爸 。 这 也 为 Ma 和 Ma 了 结构 及 稳定 性 的 不 同 提供 了 一 些 辅 助 证 据 。 
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STUDIES ON MABINLIN, THE SWEET PROTEIN FROM SEEDS 
OF CAPPARIS MASAIKAI 
lV. STABILITY AND DENATURATION 


Ding Ming and Hu Zhong 
(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract After a series of heating denaturation ecxperiments, we found 
the swectness of Ma I was irreversibly lost in incubating at 80°C for 30 
minutes, the a -helix of Ma I also disappeared totally and the PAGE beha- 
vior changed. But the sweetness of Ma J wasn't lost at 80°C for 48 h 
incubation, and its PAGE behavior didn't change. 

In denaturant tests, a bathochromic shift of Try fluorescence emission 
paek of Mabinlin happened along with the increasing of the concentration of 
denaturants untill the denaturation has been complete. By means of this indi- 
cator, we also found that in acidic condition Mabinlin was more stable; that 
3—5 M Gdn-HCl was strong enough to denature Mabinlin; but even 8 M 
urea had a slight effect, This was a similar result as that of transverse urea- 
gradient electrophoresis, If the denaturants were removed, the sweetness of 
Ma [| might recover, the secondary structure and the PAGE behavior of Ma 
I only altered slightly. 

There was a dimer band of Ma J] in SDS-PAGE analysis, But after Ma 
I was thermodenatured, or denatured by DTE and Gdn-HC! or carboxyme- 
thylated on its SH groups, etc., the dimer band disappeared in the gcl as 
the loss of the sweetness of Ma I. In case of Ma J, the dimer band never 
appeared when any method mentioned above was used, The formation of di- 
mer band might be due to the specific structure fo Ma I that related to its 
swectness. | 

Key words Capparis masaikai; Sweet protein; Denaturation 


